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略語、略記号一覧  
 
ATX: autotaxin 
BCA: bicinchoninic acid 
BioID: biotin identification 
BLAST: basic local alignment search tool 
BSA: bovine serum albumin 
CBB: coomassie brilliant blue 
cDNA: complementary deoxyribonucleic acid 
DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
DMSO: dimethyl sulfoxide 
DNA: deoxyribonucleic acid 
E~: embryonic day~ 
EGF: epidermal growth factor 
ENPP: ecto-nucleotide pyrophosphate/phosphodiesterase 
EST: expression sequence tag 
FCS: fetal calf serum 
FGF: fibroblast growth factor 
GPCR: G protein-coupled receptor 
HBSS: Hank's buffered salt solution 
HEK: human embryonic kidney 
hpf: hours post fertilization 
HUVEC: human umbilical vein endothelial cell 
ISV: intersegmental vessel 
KO: knockout 
  7 
LPA: lysophosphatidic acid 
LPC: lysophosphatidylcholine 
lysoPLD: lysophospholipase D 
MO: morpholino 
NCBI: national center for biotechnology information 
PBS: phosphate buffered saline 
PCR: polymerase chain reaction 
PFA: paraformaldehyde 
PSG: penicillin, streptomycin and glutamine 
PTX: pertussis toxin 
PVDF: polyvinylidene fluoride 
ROCK: Rho-associated coiled-coil forming kinase  
RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction 
S1P: sphingosine 1-phosphate 
SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate poly-acrylamide gel electrophoresis 
TALEN: transcription activator-like effector nuclease 
Tris: 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol 
VEGF: vascular endothelial growth factor 
WT: wild-type 
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背景  
	 オートタキシン (ATX) は、lysoPLD 活性を有する分泌型の酵素であり、生理活性脂質で
あるリゾホスファチジン酸 (LPA) の産生酵素である。ATX は、ENPP1~7 から構成され、
核酸などのホスホジエステル結合を加水分解するタンパク質ファミリーである ENPP ファ
ミリーに属し、ENPP2 としても知られている。ENPP ファミリーの中でも、ATX のみが
さまざまなリゾリン脂質を加水分解し、リゾホスファチジルコリン (LPC)、リゾホスファ
チジルセリン(LysoPS)、リゾホスファチジルエタノールアミン (LPE)、リゾホスファチジ
ルイノシトール (LPI) などから LPA を産生する (図 1)。ATX はソマトメジン B 様ドメイ
ン、活性ドメイン、ヌクレアーゼ様ドメインの 3 つのドメインからなるが、活性ドメイン
以外のドメインの意義はよくわかっていない (図 2)。X 線結晶構造解析から、ATX はほか
の ENPP ファミリー分子とは異なり深い基質ポケットが存在することが示され、構造から
みた酵素活性の理解も進んできている (Nishimasu et al., 2011)。 
	 ATX はヒトメラノーマ培養上清中に分泌される細胞運動性促進因子として発見された後、
lysoPLD 活性を示す分子本体として再発見された (Murata et al., 1994)。以降、ATX の生
理活性は、LPA の産生を介したものであることが明らかにされた。(Hama et al., 2004; 
Kishi et al., 2006; Umezu-Goto et al., 2002)。ATX のヘテロノックアウトマウスを用いた
解析や ATX 阻害剤を用いた研究により、ATX が血中に存在する唯一の lysoPLD であるこ
とが明らかにされ、LPA の主要な産生経路のひとつとして考えられている。 
	 LPA は、グリセロール骨格に一本の脂肪酸鎖、極性頭部にリン酸基を有する最も単純な
構造のリゾリン脂質である。リゾリン脂質とは，ジアシルリン脂質の有する 2 本の脂肪酸
鎖のうち 1 本が除かれた分子を指す名称であり、特に LPA や S1P、LysoPS などは多様な
生理活性を示すことからプロスタグランジン類やロイコトリエン類などに続く第二世代の
脂質メティエーターとして研究が進められている(Aikawa et al., 2015; Choi et al., 2008; 
Kihara et al., 2015)。 
	 LPA の生理活性の発見は、1970 年代後半の大豆レシチン中の昇圧作用を示す生理活性脂 
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質として同定されたことに始まる(Tokumura et al.)。これまでに 6 種類の GPCR が LPA
受容体として同定されており LPA1-6 と命名されている(An et al., 1998; Bandoh et al., 
1999; Hecht et al., 1996; Kotarsky et al., 2006; Noguchi et al., 2003; Yanagida et al., 
2009)。LPA の生理作用は、骨形成や受精卵の着床、毛包形成など多岐にわたり、生理・病
理的に重要な働きをしていることが明らかにされている (図 3) (Gennero et al., 2011; 
Inoue et al., 2011; Kingsbury et al., 2003; Tager et al., 2008; Ye et al., 2005)。 
	 LPA 受容体は受容体ごとにさまざまなシグナルを流す。これまでの in vitro での LPA
受容体の解析は、一過性に大量の LPA を添加することで生じる細胞応答を観察してきてい
た(Weiner et al., 2001; Yukiura et al., 2015)。しかしながら、ATX は常に細胞外に存在し、
持続的に LPA を供給していることや ATX は形質膜との相互作用が示唆されてきているこ
となどから、LPA 刺激のみでは明らかにできない ATX の機能が存在することが示唆される。
そこで、ATX 阻害剤を用いたアプローチにより、細胞レベルでの ATX に由来する機能を明
らかにすることを目的として解析を行った。 
	 第一章では、HEK293 細胞を用いて、ATX が阻害された状況で細胞に与える影響を検討
し、細胞形態への影響、アクチン細胞骨格、細胞間接着に対する機能を解析した。 
第二章では、HUVEC をモデル細胞として、ATX 阻害剤を用いて ATX-LPA シグナルの血
管形成における機能を検討した。第三章では、ATX が形質膜と相互作用し、形質膜の脂質
を基質として機能している可能性に関して、複数のアプローチで検証を試みた。第四章で
は、ゼブラフィッシュを用いた ATX の解析を行うにあたり、ゼブラフィッシュにおいては、
atx 遺伝子が複数存在する可能性が生じたため、第二の atx 遺伝子の同定を試みた。 
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第一章	 HEK293 細胞における ATX の機能解析  
1-1. 序論  
	 多くの培養細胞は、その良好な生育のために基礎培地と呼ばれる炭水化物、アミノ酸、
無機塩類、ビタミンなどが含まれる培地に血清を添加する必要がある。血清中には、EGF
や FGF、インスリンなどの成長因子やトランスフェリンなどが含まれるほか、ATX とその
基質である LPC が豊富に存在することが知られている。FCS を含む培養液中では LPA が
持続的に産生されることから、培養過程において ATX-LPA シグナルは常に働いているこ
とが想定されている。そこで、通常培養下での ATX-LPA シグナルの意義を解析すること
で ATX の機能に関する示唆が得られるのではないかと考えた。また、ATX はさまざまな生
体液中に存在し、基質となるリゾリン脂質も存在しうることから、生体内においても LPA
が持続的に産生される状況が存在することが考えられる。そこで FCS を含む培養状態での
結果を個体レベルの現象に外挿することで、ATX-LPA シグナルの個体での機能に対してヒ
ントが得られるのではないかと考えた。 
	 近年、ATX 阻害剤の開発が進められてきている(Saga et al., 2014)。これまでの ATX 阻
害剤を用いた解析により、さまざまな細胞種において、血清を含む培地で培養中に
ATX-LPA シグナルが細胞増殖に寄与していることがわかってきている(Aikawa et al., 
2017; Nishioka et al., 2016)。この細胞増殖に対する作用は、LPA1/3 に対する阻害剤であ
る Ki16425 を用いた解析などにより、LPA1/3 を介した作用であることが明らかにされて
いる。このような、細胞増殖に対する影響は検討されてきていたが、他の LPA 受容体を介
した作用や細胞増殖以外に対する影響はあまり解析されていなかった。そこで、すべての
LPA 受容体を発現する培養細胞株である HEK293 細胞をモデル細胞として用い、解析を行
った。 
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1-2. 実験材料と方法  
1-2-1. 試薬の調製  
	 ATX 阻害剤 ONO-8430506、SJ-827 は、それぞれ小野薬品工業、塩野義製薬よりご提供
いただいた。化合物は、DMSO (, WAKO) 溶液で 10 mM に調製し、-20℃で保存した。
Ki16425 は化学合成により作製した (Sato et al., 2012)。Y27632 (259-00613, WAKO)、
PTX (168-22471, WAKO)は、富士フィルム和光純薬株式会社より購入し、使用した。 
 
1-2-2. 細胞の継代および培養  
	 細胞は HEK293A 細胞及び HEK293FT 細胞を使用した。細胞の培養は、終濃度 10%の
非働化 FCS (10437, GIBCO)、2 mM/mL L-glutamine (21051-024, GIBCO)、100 U/mL 
penicillin G sodium salt (P3032, Sigma)、0.1 mg/mL streptomycin sulfate (11860-038, 
GIBCO) を含む DMEM (05919, 日水製薬)を用い、5% CO2 存在下の CO2 インキュベー
ター (37℃) にて行った。HEK293FT 細胞はリコンビナント ATX の調製にのみ用いた。 
 
1-2-3. 顕微鏡観察  
	 細胞の位相差観察には、対物レンズに 40×/0.6 LD Plan-Neofluar Ph2 を用いて Axio 
Observer. Z1 (ZEISS) で行った。HEK293 細胞は 24-well plate (662160, Greiner) に播種
し、24 時間後に観察を行った。蛍光免疫染色を行った細胞の観察には、対物レンズに
40×/1.20 C-Apochromat 水浸レンズを用い、LSM800 (ZEISS) で行った。 
 
1-2-4. リコンビナント ATX の調製  
	 pCAGGS-6xHis-cFLAG ベクターに組み込んだマウス ATX、ゼブラフィッシュ ATXa、
ゼブラフィッシュ ATXb を HEK293FT 細胞に lipofectamine 2000 (, ThermoFischer 
Scientific) を用いて導入し、12 時間後に FCS 不含 DMEM へ培地交換し、72 時間後に培
養上清を回収した。 
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1-2-5. lysoPLD 活性の測定  
	 リコンビナント ATX を 2 mM 1-myristoyl-LPC (, )と混合し、100 mM Tris (, ) HCl 
pH9.0, 500 mM NaCl (, WAKO), 5 mM MgCl2 (, WAKO), 0.05% Triton X-100 (, ) 中で
37℃、3 時間反応させ、遊離したコリンの量を比色法で測定した。 
 
1-2-6. 免疫組織化学  
	 24-well plate (662160, Greiner) にカバーガラスを事前に配置し、セルマトリックス
TypeI-C (KP-4020, 新田ゼラチン)を用いてコラーゲンコートを行ったプレートを用いた。
HEK293 細胞を播種 48 時間後、4% PFA を用いて室温で 15 分間固定し、0.5% Triton 
X-100-PBS を用いて室温で 15 分間膜透過処理、3% BSA-PBS を用いて室温で 30 分間ブ
ロッキング処理を行った。その後、1 次抗体処理を室温で 2 時間行い、2 次抗体処理を室温
で 1 時間行った。抗体は、mouse anti-N-cadherin antibody (GC-4, C2542, Sigma)、
Phalloidin-Alexa 488 (A12379, Molecular Probe)、  goat anti-mouse IgG alexa 594 
(A11032, Molecular Probe)、 DAPI を用いた。抗体は、それぞれ 200 倍、500 倍、1000
倍希釈で用いた。 
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1-3. 結果  
1-3-1. ATX 阻害剤処理により HEK293 細胞は湾曲し、突起を生じる  
	 近年開発された ATX 阻害剤 ONO-8430506 を用いて、FCS を含む培地を用いた培養下で
HEK293 細胞に与える影響を解析した。その結果、ATX 阻害剤の処理により HEK293 細
胞は大きく湾曲し、突起を生じるなどの細胞形態変化を生じることがわかった (図)。この
細胞形態の変化は、異なる化学構造の ATX 阻害剤である SJ-827 を用いても生じることが
わかり、ATX の酵素活性が HEK293 細胞の細胞形態に重要な機能を有していることが示唆
された (図 4)。 
 
1-3-2. ATX 阻害剤処理による細胞形態変化は、阻害剤耐性のリコンビナント ATX
の添加により回復する  
	 ATX 阻害剤処理による細胞形態の変化が、ATX 阻害剤が ATX 以外の因子を阻害するな
どのオフターゲットな作用によるものでないことを検証するために、リコンビナント ATX
タンパク質を用いたレスキュー実験を行った。ATX 阻害剤 SJ-827 は、哺乳類であるマウ
ス ATX、ラット ATX、ヒト ATX、ウシ ATX に対して高い阻害活性を有するものの、魚類
由来のゼブラフィッシュ ATX に対してはほとんど阻害活性を示さない (図 5)。そこで、ゼ
ブラフィッシュに存在する ATX 分子である ATXa と、第四章で詳述する新たに同定したゼ
ブラフィッシュ ATX である ATXb のリコンビナントタンパク質を用いて実験を行った。そ
の結果、SJ-827 が阻害活性を有するマウス ATX を ATX 阻害剤と同時に添加しても ATX
阻害剤による細胞形態変化の作用が消失しないのに対し、SJ-827 が阻害活性を示さないゼ
ブラフィッシュ ATXa、あるいは、ゼブラフィッシュ ATXb を ATX 阻害剤と同時に添加す
ることで ATX 阻害剤による細胞形態変化の作用が消失した (図 6)。以上の結果から、ATX
阻害剤による細胞形態変化の作用が ATX 自身を阻害したことによるものであることが示唆
された。 
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1-3-3. ATX 阻害剤処理により HEK293 細胞のアクチン繊維が減少する  
	 LPA はさまざまな細胞種でアクチン細胞骨格の再編成を引き起こし、アクチンストレス
ファイバー形成を促進することが知られている。ATX 阻害剤処理時に HEK293 細胞で観察
される細胞形態変化がアクチン細胞骨格の変化を伴っているのか検討を行った。その結果、
HEK293 細胞は細胞同士が接触する状況からアクチン繊維が顕著に観察され始め、ATX 阻
害剤処理群の細胞ではアクチン繊維が希薄になる様子が観察された (図 7)。 
 
1-3-4. ATX 阻害剤処理による細胞形態変化は細胞密度に依存する  
	 ATX 阻害剤の作用を検討する過程で、さまざまな細胞密度で ATX 阻害剤の効果を検討
した結果、ATX 阻害剤は細胞同士が接触する状況において細胞形態変化を強く引き起こし、
細胞密度が低く、細胞同士が接触しない状況では細胞形態変化があまり引き起こされない
様子が観察された (図 8)。また、細胞の経時的な観察を行った結果、コントロール群の細
胞では、接触した細胞は接触した状態を維持したままとなるが、ATX 阻害剤処理群の細胞
では、細胞同士が接触を維持することができずに離れていく様子が観察され、ATX が細胞
間接着の制御に寄与していることが示唆された。 
 
1-3-5. ATX 阻害剤の処理により N-カドヘリンの配置異常が生じる  
	 細胞-細胞間の接着の形成に ATX が関与しているか調べるため、HEK293 細胞に発現す
る接着因子である N-カドヘリンに関して免疫蛍光染色により解析を行った。その結果、コ
ントロール群においては、N-カドヘリンは細胞接着面に平行で直線状に配置していたのに
対し、ATX 阻害剤処理群では細胞同士が接触している場所においても N-カドヘリンは 
まばらに存在し、N-カドヘリンを介した接着の形成が減弱していることが示唆された (図
9)。カドヘリン分子は細胞内でアクチン繊維と間接的に結合し、制御されていることがわか
っていることから、N-カドヘリンの配置異常はアクチン繊維の減少に起因していることが
示唆された。 
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1-3-6. ATX は LPA1/3 以外の LPA 受容体を介して細胞形態維持機能を発揮する  
	 以上のような ATX 阻害剤処理時の作用に、いずれの LPA 受容体、シグナル経路が関与
しているか検討するために、阻害剤を用いた検討を行った (図 10)。LPA1/3 受容体に対する
アンタゴニスト Ki16425、Gi 経路の阻害剤である PTX、G12 経路の下流で働くアクチン制
御分子である ROCK に対する阻害剤 Y27632 を試験し、細胞形態変化と N-カドヘリン配置
に対する影響を検討した。その結果、Ki16425、PTX 処理時には ATX 阻害剤処理時と類似
した細胞形態変化、N-カドヘリン染色像の変化は観察されなかったのに対し、Y27632 処理
時には ATX 阻害剤処理時と類似した細胞形態変化、N-カドヘリン染色像の変化が観察され
た (図 11, 12)。以上の結果により、ATX は LPA1/3 以外の LPA 受容体を介し、G12 シグナ
ルにより ROCK が活性化することにより、細胞形態の維持や細胞間接着に寄与しているこ
とが示唆された。Y27632 は、アクチン繊維を速やかに脱重合することが知られており、こ
の結果は、ATX 阻害剤処理時にアクチン繊維の数が減少することと一貫性がある結果であ
ると考えられる。 
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1-4. 考察  
	 本章では、ATX が通常培養時にどのような機能を発揮しているのかに着目し、ATX の機
能解析を行った。その結果、細胞形態の維持、アクチン繊維の形成、細胞間接着に寄与し
ていることが示唆された。これまでに in vitro における LPA 刺激による実験で、LPA 刺激
により線維芽細胞や内皮細胞、アストロサイトなどでアクチンストレスファイバー形成の
促進が確認されてきた (Manning et al., 1998; Ridley and Hall, 1992; van Nieuw 
Amerongen et al., 2000)。特にシュワン細胞では、LPA 刺激によるアクチンストレスファ
イバーの形成促進とともに、N-カドヘリンを介した細胞間接着が LPA により亢進する結果
が得られている(Weiner et al., 2001)。本章の内容はこれまでの解析とは異なり、ATX-LPA
シグナルを抑制した際に観察される現象に着目し、より生理的条件に近い状態でも
ATX-LPA シグナルが細胞骨格制御などに働いていることを示唆した。また、本研究で用い
た HEK293 細胞は、腎臓由来の細胞であるがその実態は神経細胞様の性質を持つ細胞であ
ることが示唆されてきており、ATX 阻害剤処理時の突起の伸長は、LPA の神経突起退縮作
用との関連が示唆される(Shaw et al., 2002; Tigyi et al., 1996; Zhang et al., 2003)。以上の
ことから、ATX-LPA シグナルによる細胞形態などへの寄与はさまざまな細胞種で働きうる
機能であることが想像される。 
	 本章の結果から、生体内においても ATX とリゾリン脂質が細胞外に存在する状況では細
胞の形態維持や細胞間接着に寄与している可能性が示唆された。しかしながら、どの程度
寄与しているかは未だ不明である。ATX KO マウスは、神経管の未閉鎖などの神経系異常
や血管系の発生異常を起こすことが知られている(Tanaka et al., 2006; van Meeteren et 
al., 2006)。N-カドヘリンの KO マウスは ATX KO マウスの示す神経系、血管系の発生異常
と類似した表現型を示す(Luo and Radice, 2005; Radice et al., 1997)。以上のことから、
ATX-LPA シグナルは発生期においても接着制御の機能を担っていることが示唆される。 
	 生体内での LPA シグナルの強度や LPA 受容体の使い分けなどはより詳細な解析が必要
であると考えられる。近年では GPCR の活性をモニターするマウスが開発されてきており、
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S1P 受容体などの活性化をマウス個体で解析した例が報告されてきている(Galvani et al., 
2015; Kono et al., 2017; Kono et al., 2014)。このような LPA 受容体がどの程度恒常的に活
性化されているのかを解析することは新たな知見を与えるものと思われる。一方で、本章
で議論した現象にどの LPA 受容体が関与しているのかに関しては、未解決の課題であり、
個々の LPA 受容体に対する特異的な阻害剤が開発されていないことがひとつの要因と言え
る。候補となる LPA 受容体は、LPA4あるいは LPA6が挙げられる。LPA4あるいは LPA6
の安定発現細胞では、細胞の凝集体が観察されることや LPA6は内皮細胞のアクチンストレ
スファイバー形成に関与していること、LPA4、LPA6 のいずれも G12 シグナルを活性化す
ることが知られていることなどが、LPA4、LPA6 の関与を示唆する証拠であると考えられ
る(Yanagida et al., 2007; Yanagida et al., 2009)。 
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第二章	 HUVEC における ATX-LPA シグナルの機能
解析  
2-1. 序論  
	 ATX KO マウスは、胎仔を包む卵黄嚢や胚自身に血管形成異常が生じるなど様々な異常
を示し、胎生期 9.5 日〜10.5 日に胎生致死となる(図)(Tanaka et al., 2006; van Meeteren et 
al., 2006)。これまでに、6 種の LPA 受容体すべてに関してそれぞれのシングル KO マウス
が作製されたが、ATX 遺伝子と同様の血管形成異常を示す KO マウスは報告されていない
(Contos et al., 2000; Contos et al., 2002; Lin et al., 2012; Sumida et al., 2010; Ye et al., 
2005; Ye et al., 2008)。そのため、血管形成に対して、複数の LPA 受容体が機能している
ことが想定されているが、その詳細は不明である。GPCR シグナルの下流分子の KO マウ
スでは G13 KO マウスや G13分子の下流のシグナル分子である ROCK のファミリー分子を
欠損したマウスも血管形成異常を伴う胎生致死という表現型を示すことがわかっている 
(図)(Kamijo et al., 2011; Ruppel et al., 2005)。以上のことから、G13や ROCK シグナルが
血管形成に重要な機能を有していることが想定される。 
	 HEK293 細胞を用いた解析から、ATX-LPA シグナルは細胞形態や細胞間接着に重要な
役割を担っていることが示唆されている。これまでに、ヒト内皮細胞株である HUVEC を
用いた解析により、LPA 刺激時にアクチンストレスファイバー形成の促進や VE-カドヘリ
ンの局在変化が生じることが示唆されてきている(図)。しかしながら、LPA 刺激時には一
過性に強力なシグナルを惹起するため、生体内で起きている機能とは異なる可能性がある。 
そこで、ATX 阻害剤を用いて FCS 存在下で培養中の HUVEC の ATX-LPA シグナルを抑
制することでどのような影響があるか検討することで、血管形成の過程に ATX-LPA シグ
ナルがどのような機能を有しているのかの情報を得ることを目的とした。 
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2-2. 実験材料と方法  
2-2-1.試薬の調製  
	 ATX 阻害剤 ONO-8430506、SJ-827 は、それぞれ小野薬品工業、塩野義製薬よりご提供
いただいた。化合物は、DMSO (, WAKO) 溶液で 10 mM に調製し、-20℃で保存した。
Y27632 (259-00613, WAKO)は、富士フィルム和光純薬株式会社より購入し、使用した。 
 
2-2-2. 細胞の培養  
	 ヒト臍帯静脈内皮細胞(HUVEC, KE4109, Kurabo) は、Caucasian 由来の細胞を倉敷紡
績株式会社より購入し、使用した。HUVEC は、HuMedia-EG2 (KE-2150S, Kurabo) を培
地として 10 cm dish (664160-013, greiner bio-one) にて維持した。HUVEC は passage5-6
の間に実験に使用した。 
 
2-2-3. 顕微鏡観察  
	 細胞の位相差観察には、対物レンズに 40×/0.6 LD Plan-Neofluar Ph2 を用いて Axio 
Observer. Z1 (ZEISS) で行った。HUVEC は 24-well plate (662160, Greiner) に播種し、
24 時間後に観察を行った。蛍光免疫染色を行った細胞の観察には、対物レンズに 40×/1.20 
C-Apochromat 水浸レンズ、あるいは、63×/1.40 Plan-Apochromat 油浸レンズを用い、
LSM800 (ZEISS) で行った。カイモグラフを用いた解析は、ZEN2.3 ソフトウェア上で行
った。ライブイメージングには、Neon transfection system (MPK5000, Thermo Fisher 
Scientific)を用いて、Lifeact-EGFP を細胞に導入し、セルマトリックス TypeI-C (KP-4020, 
新田ゼラチン)を用いてコラーゲンコートを行った 35 mm ガラスボトムディッシュ 
(D11130H, 松浪硝子) に HUVEC を播種し、24 時間後に観察を行った。Lifeact-EGFP は、
論文を参考にして NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix(E2621, New England 
Biolabs) を用いて pCAGGS ベクターに組み込んだ(Riedl et al., 2008)。 
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2-2-4. 免疫組織化学  
	 24-well plate (662160, Greiner) にカバーガラスを事前に配置し、セルマトリックス
TypeI-C (KP-4020, 新田ゼラチン)を用いてコラーゲンコートを行ったプレートを用いた。
HUVECを播種 48時間後、4% PFAを用いて室温で 15分間固定し、0.5% Triton X-100-PBS 
を用いて室温で 15 分間膜透過処理、3% BSA-PBS を用いて室温で 30 分間ブロッキング処
理を行った。その後、1 次抗体処理を室温で 1 時間行い、2 次抗体処理を室温で 1 時間行っ
た。抗体は、mouse anti-VE-cadherin antibody (Bv6, MABT134, Merck)、Phalloidin-Alexa 
594 (A12381, Molecular Probe)、 goat anti-mouse IgG alexa 488 (A11001, Molecular 
Probe)、 DAPI を用いた。抗体は、それぞれ 500 倍、500 倍、1000 倍希釈で用いた。 
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2-3. 結果  
2-3-1. ATX 阻害剤の処理により、細胞形態が変化する  
	 通常培養下での ATX-LPA シグナルの機能を明らかにするため、HUVEC に対し ATX 阻
害剤を処理し、観察を行った。その結果、ATX 阻害剤の処理により、HUVEC はやや細長
く形態変化する傾向が得られた (図 16)。また、ROCK 阻害剤である Y27632 の処理によっ
ても細長く形態変化する様子が観察され、ATX は ROCK シグナルを活性化させていること
が示唆された。 
 
2-3-2. ATX 阻害剤の処理により、HUVEC のアクチン繊維が減少する  
	 次に ATX 阻害剤処理は HUVEC のアクチン繊維に影響があるか検討を行った。すると、
ATX 阻害剤の処理によりアクチン繊維が短く希薄になっている様子が観察された(図 17)。
ROCK 阻害剤を処理するとアクチン繊維のほとんどが消失する様子が観察された。以上の
結果から、ATX-LPA シグナルがアクチンストレスファイバー形成に寄与していることが示
唆された。また、細胞の中でもストレスファイバーの数が多い細胞と少ない細胞に分類す
ると、ATX 阻害剤を処理することでストレスファイバーの数が少ない細胞が多くなってい
る様子が観察された (図 17)。第一章と同様に、ATX 阻害剤 SJ-827 とリコンビナント ATX
を用いたレスキュー実験を行うと、リコンビナント ATX の添加により ATX 阻害剤処理時
のアクチンストレスファイバーが少ない細胞の増加が一部抑制されたことから、ATX の阻
害によりアクチンの変化が生じたことが示唆された (図 17)。次に、ATX 阻害剤を処理した
細胞では、細胞の縁でより多くのラメリポディアが形成されている傾向が観察されたので、
HUVEC のラメリポディアの様子を解析することとした。 
 
2-3-3. ATX 阻害剤の処理により細胞の挙動が変化する  
	 アクチン繊維を可視化しリアルタイムに解析するため、アクチン結合タンパク質の部分
配列であるLifeactと呼ばれるペプチド配列と蛍光タンパク質を融合した融合タンパク質で 
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ある Lifeact-EGFP を発現させ、HUVEC のアクチン繊維の挙動を観察した(Riedl et al., 
2008)。その結果、ストレスファイバーの多い細胞では、ラメリポディアの形成、退縮が繰
り返されているのに対し、ストレスファイバーの数が少ない細胞では、ラメリポディアが
形成され続けている様子が観察された (図 18)。ラメリポディアの伸長・退縮の数の比を解
析すると ATX 阻害剤の処理により、ラメリポディアの退縮が起きづらくなっていることが
示唆された (図 18)。30 分間の撮影中のラメリポディアの持続時間を測定すると、ATX 阻
害剤の処理によりラメリポディアの持続時間が増加し、ラメリポディアが出続けているこ
とが示唆された。 
 
2-3-4. ラメリポディアの退縮時にアクチンストレスファイバーが形成される  
	 HUVEC におけるラメリポディアの運動をより詳細に解析すると、ラメリポディアの退
縮時に新たにストレスファイバーが形成されている様子が観察された (図)。カイモグラフ
を用いた解析を行うと、新たに形成されたストレスファイバーは徐々に細胞の内側に移行
していき、ラメリポディアの退縮のたびに新たなストレスファイバーが形成されている様
子が観察された。以上の観察から、細胞はストレスファイバーの収縮力により力を利用す
ることでラメリポディアの退縮を促進していることが示唆された。ATX 阻害剤の処理時に
は、ラメリポディアの退縮時のストレスファイバー形成が不全となるため、アクチン繊維
数の減少やラメリポディアの伸長時間の延長が生じていることが示唆された (図)。 
 
2-3-5. ATX 阻害剤の処理により VE-カドヘリンの局在異常が生じる  
	 ATX-LPA シグナルの細胞間接着に対する影響を検討するため、内皮細胞に発現するカド
ヘリン分子である VE-カドヘリンの様子を観察した。すると、コントロール群では、細胞
接着面に直線状に局在するのに対し、ATX 阻害剤の処理群では、VE-カドヘリンは細胞接
着面においてより幅広く局在し、網目状の構造に変化している様子が観察された (図)。
ROCK 阻害剤 Y27632 の処理によっても類似の変化は観察された。 
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2-4. 考察  
	 本章では、血管形成における ATX-LPA シグナルの機能を明らかにするため、ATX 阻害
剤を用いた解析を行い内皮細胞のアクチン繊維の形成・維持や細胞間接着に寄与している
ことが示唆された。血液中に ATX とリゾリン脂質が豊富に存在することから、内皮細胞は
ATX-LPA シグナルに常にさらされていることが想定される。VE-カドヘリンは血管形成過
程に極めて重要な分子であり、VE-カドヘリン制御異常が血管形成に関わっていることが示
唆された (Dejana, 2004)。今後、細胞間接着の状態がどのように変わっているのかは検討
に必要がある。ATX 阻害剤は血管新生アッセイにおいても、細胞の挙動に影響を及ぼし、
細胞間接着や細胞遊走に寄与していることが示唆されている (木瀬亮次修士論文)。最近、
内皮細胞の細胞接着面で生じるラメリポディアは、JAIL (junction associated intermittent 
lamellipodia)と呼ばれ、接着面での VE-カドヘリンのリモデリングが生じていることが明
らかにされている(Abu Taha and Schnittler, 2014; Cao et al., 2017; Taha et al., 2014)。
ATX 阻害処理時に観察された網目状の VE-カドヘリン構造は VE-カドヘリンのリモデリン
グの途中段階と類似した構造であり、ATX-LPA シグナルは JAIL を介した VE-カドヘリン
のリモデリングに寄与していることが示唆された。VE-カドヘリンは細胞の集団での遊走な
どに関与していることが明らかにされてきており、以上の細胞骨格、細胞間接着の制御を
介した細胞運動の制御が GPCR を介した血管形成制御機構の一部であると考えられる
(Hayer et al., 2016)。 
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第三章	 形質膜を基質とした ATX の機能探索  
3-1. 序論  
	 ATX はソマトメジン B 様ドメイン、活性ドメイン、ヌクレアーゼドメインの 3 つのドメ
インからなるタンパク質であるが、そのドメインごとの機能は活性ドメインを除いてあま
りわかっていない。近年の X 線結晶構造解析から、ATX は産生された LPA を保持し続け
ることができるトンネルがあることが示唆されたほか、ソマトメジン B 様ドメインがイン
テグリンとの結合に関与することが示唆されてきている (Hausmann et al., 2011; 
Nishimasu et al., 2011)。また、LPA 受容体の X 線結晶構造解析も行われ、LPA6 受容体
は他の多くの GPCR とは異なり、GPCR の側方にリガンド結合ポケットが位置しているこ
とが示唆され、細胞二重層の内部から側方拡散により受容体にリガンド供給されるモデル
が提唱されてきている(Taniguchi et al., 2017)。以上のことから、ATX は LPA を保持した
まま LPA 受容体に LPA を運搬することや、形質膜に結合したまま形質膜の脂質を基質と
して効率的なシグナル活性化を起こしているなどの ATX の機能モデルが示唆されている。
しかしながら、インテグリンと ATX との in vitro での結合は報告があるものの、実際に ATX
が細胞膜に結合して機能していることを示唆するデータは乏しく、そのような状況で発揮
される機能や意義に関しても明らかでなかった(Fulkerson et al., 2011; Kanda et al., 
2008; Pamuklar et al., 2009; Wu et al., 2014)。 
	 リゾリン脂質はジアシルリン脂質からアシル基が 1 本除かれた構造であるため、極性頭
部に対する疎水性尾部の比率が小さく、ジアシルリン脂質がシリンダー型である一方、リ
ゾリン脂質は円錐型であると例えられている (図 22) (Ailte et al., 2016)。この分子構造の
違いにより、リゾリン脂質は細胞膜の曲率の高い部分では脂質二重層の外膜に多く分布し
ていることが想定される。ATX は細胞外へと分泌され、形質膜由来の基質を利用してシグ
ナルを惹起することが考えられ、細胞形態や細胞遊走などを制御しうることから、細胞の
曲率や形質膜の状態を感知して機能している可能性が考えられる。また、第一章で述べた
ATX阻害剤を用いた検討により、ATX阻害剤の効果が細胞密度に依存して観察されことや、
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第二章で HUVEC のラメリポディアの状態を感知して機能している可能性が示唆されたた
め、ATX が溶液中のリゾリン脂質を基質として機能するだけでなく、形質膜近傍で機能し
ているのではないかと考え、その検証を行った。 
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3-2. 実験材料と方法  
3-2-1. 試薬の調製  
	 1-oleoyl（18:1）LPC (845875C, Avanti Polar Lipids) 調製は以下のように行った。クロ
ロホルム/メタノールに溶解している脂質をマイクロシリンジでコーティング済み試験管 
(9831-1207, ASAHI TECHNO GLASS) に取り、エバポレートにより乾燥固化した後、終
濃度 10% fatty acid-free BSA (11932, Serva electrophoresis)を含む PBS に 1 mM に調製
し、-20℃で保存した。 
 
3-2-2. 細胞の継代および培養  
	 細胞は HEK293A 細胞及び HEK293FT 細胞を使用した。細胞の培養は、終濃度 10%の
非働化 FCS (10437, GIBCO)、2 mM/mL L-glutamine (21051-024, GIBCO)、100 U/mL 
penicillin G sodium salt (P3032, Sigma)、0.1 mg/mL streptomycin sulfate (11860-038, 
GIBCO) を含む DMEM (05919, 日水製薬)を用い、5% CO2 存在下の CO2 インキュベー
ター (37℃) にて行った。血清飢餓処理には、FCS を含まない DMEM (05919, 日水製薬), 
HE100 培地 (HE100-0010,GMEP), BMPro medium (2500P10, 細胞科学研究所), ESF 
SFM mammalian cell culture medium (98-001, Expression system), XerumFree XF212 
medium supplement (XF212-0100-1s, TNC BIO)を使用した。HEK293FT 細胞はリコンビ
ナント ATX の調製にのみ用いた。リコンビナント ATX の調製は第一章と同様の方法で行
った。 
 
3-2-3. 抗 ATX 抗体の処理  
	 抗体クローンは、硫酸安息香酸沈殿後、あるいは、protein G カラム精製後、-20℃に保
存されていたものを使用した。C57BL/6 系統のマウスより採取した血清を終濃度 10%加え
た 10%マウス血清含有 DMEM に培地交換し、抗 ATX 抗体は 100 µg/mL にて処理 24 時間
後観察を行った。 
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3-2-4. BioID コンストラクトの作製  
	 Lysenin2-BirA*コンストラクトは、九州大学池ノ内教授より頂いた。pBac-3 由来シグナ
ル配列-His tag-S tag、ヒトATX、BirA*の3フラグメントをPCRで増幅し、NEBuilder HiFi 
DNA Assembly Master Mix (E2621S, New England Biolabs)を用いて pCAGGS ベクター
にクローニングした。 
 
3-2-5. ビオチン化反応と膜画分タンパク質の分画  
	 HEK293A 細胞を 0.1% FCS DMEM に培地交換し、10% FCS 相当の lysoPLD 活性とな
るようにリコンビナント ATX-BirA*、リコンビナント BirA*-ATX, リコンビナント ATX
タンパク質を加え、リコンビナント BirA*は他サンプル相当のタンパク質濃度を細胞へ添加
した。終濃度 50 µM ビオチン(023-08716, WAKO) を添加し、48 時間後 HBSS で 2 回 wash
し、セルスクレイパー (9000-220, IWAKI) にて細胞を回収した。190 g, 5 分間遠心後 TSC 
buffer に再懸濁し、超音波破砕後 800 g, 10 分間遠心し、Total cell lysate 画分を取得後
100,000 g, 1 時間超遠心を行い、細胞質画分と膜画分を分離した。陽性対照となるビオチン
化タンパク質の調製は、リコンビナントタンパク質の添加時に、代わりに 0.5 mg/mL 
EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin (21335, Thermo Fischer Scientific) を添加し 4℃、45 分間
処理し、100 mM Glycine (073-00737, WAKO)/HBSS で反応を停止させ、以下の処理は同
様の方法で行った。 
 
3-2-6. Western blotting 
	 ビオチン化タンパク質の検出は以下のように行った。タンパク質は SDS-PAGE により分
離し、PVDF (IPVH00010, Millipore) 膜に BioRad protein transfer system を用いて転写
した。ニトロセルロース膜は 5%スキムミルクでブロッキング後、streptavidin-HRP 
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(434323, invitrogen) を用いた抗体反応を行った。呈色は、イムノスターゼータ (291-72401, 
WAKO)で行った。 
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3-3. 結果  
3-3-1. 血清飢餓処理により細胞形態変化が生じる  
	 形質膜上に存在するリゾリン脂質を基質とした際の ATX の機能の重要性を検討するため、
培地中にリゾリン脂質がない状態での解析を行うこととし、無血清培地で培養した際の
ATX の作用を検討することとした。培養中の HEK293 において、FCS を含む DMEM か
ら FCS を含まない DMEM、あるいは、無血清での培養が可能であるとされている培地へ
と培地交換し、細胞の観察を行った。すると、いずれの無血清培地を用いた場合において
も、培地交換 30 分後には細胞が大きく湾曲し、突起を生じる様子が観察された(図 23)。こ
のときに、ATX 阻害剤処理時と類似した細胞形態異常を示したことから、ATX が通常培養
時の細胞形態の維持に重要な役割を果たしていることが示唆された。 
 
3-3-2. 血清飢餓処理による細胞形態異常は、LPA シグナルの活性化により回復する  
	 細胞形態の維持に重要な ATX の基質が形質膜上のリゾリン脂質であるならば、リコンビ
ナント ATX の添加のみで血清飢餓処理時の細胞形態変化が消失するのではないかと考え、
血清飢餓処理の開始と同時にリコンビナント ATX を添加し、30 分後に細胞形態の観察を行
った。すると、リコンビナント ATX の同時添加により細胞形態変化はやや抑制される傾向
が観察された (図 23)。しかしながら、リコンビナント ATX はタンパク質内のポケットに
LPA 分子を保持することができることが知られており、上記の作用が ATX が形質膜上のリ
ゾリン脂質を加水分解したことによるものでない可能性も示唆された。次に、血清飢餓処
理の開始と同時にリコンビナント ATX とその基質である LPC を添加すると、多くの無血
清培地の条件で細胞形態変化が顕著に抑制される様子が観察され、溶液中の LPC が ATX
により LPA へと代謝され、機能していることが示唆された (図 24)。また、血清飢餓の開
始と同時に LPA を添加することによっても血清飢餓による細胞形態変化の作用が消失する
ことから、LPA シグナルが細胞形態維持に重要であることが示唆された (図 25)。ATX と
LPC の同時添加時と LPA のみの添加時では、細胞形態に大きな違いが認められなかったこ 
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とから、LPA 受容体の活性化が起こりさえすれば細胞形態が維持されることが示唆された。
また、以上の結果から、HEK293 細胞においては ATX-LPA シグナルの活性化が通常培養
下の細胞形態維持に必要十分な条件であることが示唆された。 
 
3-3-3. ATX は LPC の状況に依らず機能する  
	 次に、ATX と同時に添加する LPC の存在する状況を変化させることで、ATX がどのよ
うな状態の LPC を基質として働いているのか検証を行った。In vitro での解析で、数十 µM
の遊離状態のリゾリン脂質を培養細胞へ添加すると、形質膜への界面活性作用から細胞死
が引き起こされることが知られている。このような結果や形質膜の疎水性から考えると、
遊離のリゾリン脂質の多くは速やかに形質膜に取り込まれることが想定されている。一方
で、血液中のリゾリン脂質は、多くがアルブミン分子と結合していることが知られている
(Thumser et al., 1994)。先程の実験で、リゾリン脂質をアルブミン分子と混合後に添加す
ると細胞死の亢進が減弱することが報告されており、アルブミン分子と結合したリゾリン
脂質は、形質膜に取り込まれづらいことが想定されている(Kim et al., 2007)。そこで、LPC
とアルブミン分子との存在比率を変化させることで形質膜に対する物性を変化させ、LPC
の形質膜への取り込まれやすさを変えることができるのではないかと考えた。その結果、
大過剰量の BSA が存在する状態を作り出し、LPC 分子が形質膜へ取り込まれづらい状況で
実験を行っても、リコンビナント ATX と LPC 添加による血清飢餓時の細胞形態変化の作
用が消失することから、ATX が形質膜上の基質と溶液中の基質を見分けて機能している証
拠は得られなかった (図 26)。 
 
3-3-4. BSA による形質膜リゾリン脂質の引き抜きは ATX の機能に影響を与えない  
	 アルブミン分子は、リゾリン脂質に対する結合能から形質膜上のリゾリン脂質と相互作
用し、形質膜のリゾリン脂質をアルブミン分子と結合することによって溶液中へと引き抜
く活性があることが知られている。この特性を利用し、形質膜から事前に ATX の基質とな 
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るリゾリン脂質を減少させた後に、リコンビナント ATX を作用させることでリコンビナン
ト ATX 添加時に観察される細胞形態が維持される傾向が減弱するか検討を行った。すると、
事前に形質膜上のリゾリン脂質量を低下させる処理を行ってもリコンビナント ATX の効果
は観察されたことから、この作用は ATX に保持された LPA に起因する効果であり、形質
膜上のリゾリン脂質を代謝したことによるものでないことが示唆された (図 27)。また、形
質膜上のリゾリン脂質を引き抜いたあとに、形質膜へ取り込まれづらいように大過剰量の
BSA と共に LPC を添加した場合においても、ATX は血清飢餓時の細胞形態変化が抑制さ
れたことから ATX は溶液中の LPC を基質とした場合のみでも十分に働きうることが示唆
された (図 28)。 
 
3-3-5. 形質膜への LPC の事前負荷は ATX の機能に影響を与えない  
	 溶液中の LPC と形質膜上の LPC を区別して機能しているか明らかにするため、事前に
LPC を細胞へ添加することで、形質膜上に LPC が豊富に存在する状況を作り出し、その後
にリコンビナント ATX を作用させることで、形質膜上のリゾリン脂質のみで血清飢餓時の
細胞形態変化を抑制できるか検討した。すると、事前に LPC を形質膜に負荷した場合でも、
リコンビナント ATX 添加時の細胞形態変化の抑制作用は増強されず、形質膜のリゾリン脂
質を基質として働いている証拠は得られなかった (図 29)。 
 
3-3-6.抗 ATX 抗体処理は細胞形態異常を引き起こさない  
	 抗体は、タンパク質の機能を解析する上で重要なツールである。これまでに数多く ATX
を認識する抗体クローンが作製されており、ウェスタンブロッティングや免疫沈降、免疫
染色化学で利用可能な抗体が開発されているほか、サンドイッチ ELISA に利用可能な抗体
ペアも見出されてきており、ATX タンパク質の定量解析などが可能になってきている (図
30, 31)。サンドイッチ ELISA の結果などから抗 ATX 抗体にはさまざまなエピトープを認
識する抗体クローンがあることがわかっているが、ATX の酵素活性を in vitro で抑制する 
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ことができる抗体は見出されていない。形質膜上に ATX との結合タンパク質が存在するこ
とを想定した場合、抗 ATX 抗体が ATX と結合した結果、細胞膜上の結合因子との結合を
阻害することができる抗体が存在するのではないかと考え、血清存在下での培養中にさま
ざまな抗体クローンを添加し、細胞形態へと影響を与える抗体クローンがあるか検討を行
った。ヒトあるいはマウス ATX を抗原として作製された 2A12, 3E1, 4F1, 6B12, 8D5, 8H5, 
2E12, 3D3, 36C, 5D2, C2B12, 5E5, C7B6, S1C4, S13A9, S9A9, S7F9 の 17 種類の抗体ク
ローン添加時に、マウス血清を含む培地で培養した HEK293 細胞の細胞形態に与える影響
を検討した。その結果、いずれの抗体を処理した場合においても顕著な細胞形態変化は観
察されず、ATX が細胞膜の結合タンパクと共に機能している証拠は得られなかった (図 32)。 
 
3-3-7. リコンビナント BirA*-ATX, ATX-BirA*処置は、細胞膜タンパク質の顕著
なビオチン化を引き起こさない  
	 ATX 結合タンパク質の同定を目的として、近年開発されたタンパク質-タンパク質感の相
互作用を解析する手法である BioID 法を用いた検討を行った。BioID 法は、近接して存在
するタンパク質のリジン残基を無作為にビオチン化するタンパク質である BirA*タンパク
質を活用したタンパク質同定法であり、解析対象のタンパク質と BirA*タンパク質の融合タ
ンパク質を細胞に発現させ、ビオチン化されたタンパク質をストレプトアビジンビーズを
用いて精製し、MS によりタンパク質の同定を行う手法である (図 33)。これまでに、核膜
に存在するタンパク質や中心体に存在するタンパク質と相互作用するタンパク質の同定が
行われている(Firat-Karalar et al., 2014; Roux et al., 2012)。また、形質膜上に豊富に存在
する脂質であるスフィンゴミエリンと結合する性質を持つライセニンタンパク質と BirA*
の融合タンパク質を大腸菌に発現させ精製したのち、細胞外から作用させることで形質膜
上に存在するスフィンゴミエリン近傍タンパク質の同定が行われている。そこで、ATX と
BirA*の融合タンパク質を発現・精製し、細胞外から作用させることで、ATX 結合タンパ
ク質の同定を試みた。 
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	 ヒト ATX と BirA*の融合タンパク質を発現・精製し、細胞外から添加しビオチン化反応
を行ったあと膜画分タンパク質を western blotting によりビオチン化タンパク質の検出を
行った。その結果、コントロール群である BirA*タンパク質を加えてビオチン化反応を行っ
た群と比べて、ヒト ATX-BirA*、あるいは、BirA*-ヒト ATX の融合タンパク質を加えた
群で顕著なビオチン化の亢進は観察されなかった (図 34)。いずれのサンプルでも観察され
た 130 kDa、75kDa、72kDa 付近のビオチン化タンパク質のバンドは、それぞれ内在性に
ビオチン化されることが知られているピルビン酸カルボキシラーゼ 、 メチルクロトニル 
CoA カルボキシラーゼ、 プロピニル CoA カルボキシラーゼであることが考えられ、形質
膜上に ATX 結合タンパク質が存在する強い証拠は得られなかった。また、HUVEC、
MDA-MB-231 細胞、HeLa 細胞でも同様の実験を行ったが、いずれの細胞を用いた場合で
も顕著なビオチン化は検出されなかった。 
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3-4. 考察  
	 本章では、ATX の酵素活性以外の性質に起因する機能を明らかにするため複数のアプロ
ーチで検証を行った。序論で述べたように、ATX は LPA の運搬能や形質膜との結合などの
酵素活性以外の機能が示唆されてきている。本章では、リコンビナント ATX 添加時と LPA
刺激時の作用が異なる現象や ATX が形質膜と相互作用し、膜脂質を基質とした際に生じる
現象に着目することで、ATX の酵素活性部位以外の機能の対する手がかりが得られるので
はないかと考え、検証を行った。しかし、血清飢餓培地や抗 ATX 抗体を用いたアプローチ
では、ATX が酵素活性部位以外の作用を示唆する手がかりを得ることはできなかった。ま
た、ATX と相互作用する形質膜タンパク質の同定を試みたが、ATX と相互作用するタンパ
ク質が存在する強い証拠は得られなかった。しかしながら、これらの結果は ATX が形質膜
のリゾリン脂質を基質として機能している可能性を排除するものではないと考えている。
形質膜の状態を変化させた際の ATX による LPA 産生量の解析や曲率をさまざまに変えた
リポソームを用いて人工膜中のリゾリン脂質に対する ATX の酵素活性を解析するなど、
ATX が形質膜のリゾリン脂質を基質として機能しているかどうか検証すべきであると考え
る。脂質メディエーターである S1P は、その結合タンパク質の違いにより惹起するシグナ
ルが異なることが明らかにされている(Swendeman et al., 2017)。ATX の場合も、ATX 内
に保持された LPA とアルブミン結合型の LPA、遊離型の LPA ではその作用が異なる可能
性があり、ATX の意義についてもヒントが得られるのではないかと思われる。 
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第四章	 ゼブラフィッシュにおける第二の ATX の同定
と生化学的解析  
4-1. 序論  
	 ATX の個体レベルでの機能解析の結果から、ATX KO マウスは血管形成異常を示し、
E9.5~10.5 にかけて胎生致死となることが明らかにされている(Tanaka et al., 2006; van 
Meeteren et al., 2006)。しかしながら、血管形成に必須である ATX が発生期にどのような
機能を発揮し、血管形成に寄与しているのかは不明である。培養内皮細胞を用いた解析な
どから、ATX-LPA シグナルは細胞間接着やアクチン細胞骨格の再編成に寄与していること
が示唆されてきているが、生体内においてどのように血管形成という機能を果たしている
のかはわかっていない。マウスを用いた解析では、胎生であるマウスの血管形成の過程を
リアルタイムに解析することは困難であることや、血管形成異常を引き起こす遺伝子欠損
マウスの多くが類似した表現型を示すことから、詳細な血管形成の解析には障害が多く存
在した。一方で、血管形成の解析に広く用いられているゼブラフィッシュは、小型で多産
であり、体が透明、体外で受精が行われるなど、発生生物学的な解析に適したモデル生物
であることが知られている。血管形成過程の解析においては、血管内皮細胞のみで蛍光タ
ンパク質が発現するトランスジェニックフィッシュが頻繁に用いられており、さまざまな
過程を経時的に詳細に観察することができる。これまでにゼブラフィッシュを用いた遺伝
子機能の解析には、モルフォリノアンチセンスオリゴ (MO) による遺伝子機能の抑制が用
いられてきたが、細胞毒性やオフターゲットな作用がしばしば問題視されてきたほか、MO
を用いた結果と KO フィッシュを用いた結果が一致しない例が数多く報告されてきており、
正確な遺伝子機能の評価には KO フィッシュの作製が必要とされるようになってきている
(Kok et al., 2015)。 
	 近年のゲノム編集技術の発達により、遺伝子欠損動物の作製はますます容易になってき
ている (図 35)。ゼブラフィッシュにおいて、atx 遺伝子と LPA 受容体遺伝子は保存されて
いることが知られており、その酵素活性や受容体機能は多くが保存されていることが明ら 
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かにされている (Yukiura et al., 2011)。また、ゲノムアセンブリ GRCz10 のデータ上では、
ゼブラフィッシュゲノム中に 1 つの atx 遺伝子 (atxa) のみが登録されていた。本章では、
血管形成における ATX の機能を明らかにするため、TALEN を用いた遺伝子改変により
atxa を標的とし、ATX KO フィッシュの作製を試みた。その結果、ゼブラフィッシュには
複数 atx 遺伝子存在することが示唆されたため、ゼブラフィッシュにおいて重複して存在
する atx 遺伝子の探索を行い、他の ATX と類似した酵素活性を有する第二のゼブラフィッ
シュ atx 遺伝子である atxb を同定した。 
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4-2. 実験材料と方法  
4-2-1. ゼブラフィッシュの維持・管理  
	 Tg(fli1:EGFP)y1 は Zebrafish International Resource Center (ZIRC, University of 
Oregon, Eugene, OR) から入手した。ゼブラフィッシュは水温 28℃、10:30 点灯、24:00
消灯で、13.5 時間明期/10.5 時間暗期の明暗周期にて飼育した。掛け合わせは、前日 20:00
〜24:00 に仕切りを入れた 1L タンクにオス、メスをそれぞれ 2 匹程度ずつ入れ、翌日の点
灯後、速やかに仕切りを取り去ることで、自然産卵により受精卵を回収した。受精卵は水
温 27℃、embryo medium E2 (15.0 mM NaCl, 0.5 mM KCl, 1.0 mM MgSO4, 0.15 mM 
KH2PO4, 0.05 mM Na2HPO4, 1.0 mM CaCl2, 0.7 mM NaHCO3) 中で飼育した。 
 
4-2-2. TALEN による KO フィッシュの作製  
TALEN コ ン ス ト ラ ク ト の 設 計 に は TALEN Targeter 
(https://tale-nt.cac.cornell.edu/node/add/talen) を用いた。ATXa KO フィッシュの作製に
は、以下の TALEN 標的配列を用いた。 
Forward: 5'-GTGGAACACATGCACCATACA-3' 
Reverse: 5'-CCTACAAAAACCTACCCAA-3'  
コンストラクトの作製は、Daniel Voytas、AdamBogdanove 両氏の研究室により開発され、
キット化されているプラスミド群 (Addgene kit # 1000000024)を用い、Daniel Carlson、
Stephen Ekker 両氏の研究室で開発された RCIscript-GoldyTALEN (Addgene plasmid # 
38142)を最終組み込みベクターとし、Golden Gate メソッドを用いて構築した。作製した
コンストラクトは、制限酵素 SacI (1078A, Takara)を用いて直鎖状にし、mMESSAGE 
mMACHINE T3 kit (AM1348, Ambion)を用いて mRNA 合成を行った後、塩化リチウム沈
殿法により精製した。 
 
4-2-3. mRNA のマイクロインジェクション  
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	 0.2%フェノールレッド溶液に、Forward、Reverse のmRNAをそれぞれ終濃度200 ng/µL
となるように希釈し、マイクロピペットにアプライし、実体顕微鏡下で電動マイクロイン
ジェクター (NARISHIGE, IM-31) を用いて 1 細胞期のゼブラフィッシュ胚の卵黄部分に
2nL 注入した。インジェクション用のマイクロピペットはガラス管 (NARISHIGE, GD-1) 
をプーラー (NARISHIGE, PC-10) により引き伸ばし作成した。 
 
4-2-4. RT-PCR 
	 ゼブラフィッシュの解剖は過去の文献を参考に行った(Gupta and Mullins, 2010)。Total 
RNA は、GenElute Total RNA Purification Kit (RNB100, Sigma)を用いて抽出し、
High-Capacity cDNA RT Kits (468813, Applied Biosystems)を用いて逆転写反応を行った。
PCR は以下のプライマーを用いて行った。 
zATXa_RT-PCR_F: TCGACCTCCTGTCATCATGT 
zATXa_RT-PCR_R: GTATACAAATTTGGGTAGGTTTTTG 
zATXb_RT-PCR_F: AGCTCGTATGGTCTGGATGTGG 
zATXb_RT-PCR_R: GGCGTGAAGTGCTGATTGGG 
 
4-2-5. lysoPLD assay 
	 ゼブラフィッシュの血漿は、過去の文献を参考に行った(Pedroso et al., 2012)。成体ゼブ
ラフィッシュを冷水にて麻酔し、尾びれと尻びれの間を手術用カミソリにて切断し、滲出
してきた血液を 5 U/mL ヘパリンを含む PBS 中に回収した。回収した血液は即座に 500 g, 
10 分間遠心操作を行い、上清を血漿として用いた。タンパク質濃度は BCA assay Kit(23227, 
Thermo Fischer Scientific)を用いて測定した。ゼブラフィッシュ ATX の基質特異性の検討
は過去の文献を参考に行った(Nishimasu et al., 2011)。 
 
4-2-6. 共焦点顕微鏡観察  
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受精 48 時間後のゼブラフィッシュを 0.01% Tricaine (E10521, Sigma)と 0.003% 
1-phenyl-2-thiourea (P7629, Sigma)を含む 1%低融点アガロース中に包埋し、共焦点顕微
鏡 LSM800 (Carl Zeiss) を 用 い て 解 析 を 行 っ た 。 対 物 レ ン ズ に は 10×/0.45 
Plan-Apochromat を用いた。 
 
4-2-7. ゼブラフィッシュ atxb 遺伝子のクローニング  
	 RACE 法は SMARTer RACE 5'/3' kit (634858, Takara Bio)を用いて行った。5' cDNA 断
片と 3' cDNA 断片はそれぞれゼブラフィッシュ脳、尻びれから単離した RNA から得た。
RACE 法は以下のプライマーを用いて行った。 
zATXb_5'-RACE: GATTACGCCAAGCTTTACGGCGTGAAGTGCTGATTGGGCA 
zATXb_3'-RACE: GATTACGCCAAGCTTCACCTGCTGATGGAGCGCAAGTGGC 
全長 atxb 遺伝子は nested PCR 法を用いて増幅し、NEBuilder HiFi DNA Assembly 
(E2621, New England Biolabs)を用いて pCAGGS べクターあるいは、pCAGGS-FLAG ベ
クターにクローニングした。全長のクローニングには以下のプライマーを用いた。 
zATXb_1st_F: TCATTCAGCAGGACTGAGGAGA 
zATXb_1st_R: AGCGCAGTCATGTGATGTTCA 
zATXb_2nd_F: GAATTGAGCTCCCGGGCCACCATGAGCGTGGGAAAACTGG 
zATXb_2nd_R: GGCCATCGATCTCGATCACACGTGCTGCTCGTAGG 
zATXb_cFLAG_F: CAAAGAATTGAGCTCGCCACCATGAGCGTGGGAAAACTGG 
zATXb_cFLAG_R: CCTTGTAGTCCCCGGCCACGTGCTGCTCGTAGGTCTC 
アミノ酸配列のアラインメントは ClustalW を用いて行い、JalView を用いて解析した。系
統樹の作製は ClustalW を用いて行い、FigTree software version 1.4.2. を用いて解析した 
 
4-2-8. western blotting 
	 リコンビナント ATX の作製は、第一章と同様の方法で行った。リコンビナント ATX は
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SDS-PAGE により分離し、ニトロセルロース膜に BioRad protein transfer system を用い
て転写した。ニトロセルロース膜は 5%スキムミルクでブロッキング後、mouse anti-FLAG 
antibody (1E6, 018-22381, WAKO)、sheep anti mouse IgG-horseradish peroxidase 
(NA931, GE Healthcare)を用いた抗体反応を行った。 
 
4-2-9. マススペクトロメトリー  
リコンビナント ATX を ICR マウスより採取した血漿と混合し、1 時間後に産生される LPA
を解析した。脂質はメタノールを用いて抽出し、分離カラムとして C18 CAPCELL PAK 
ACR column (Shiseido) を使用し、Nanospace LC (Shiseido)を用いて分離し、Quantum 
Ultra triple quadrupole mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific)にて解析した。LC
条件は、移動相 A (5 mM ギ酸アンモニウム)と移動相 B (5 mM ギ酸アンモニウム, 95% 
(v/v) アセトニトリル)を用いた。  
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4-3. 結果  
4-3-1. ATXa KO フィッシュは  ISV 血管異常を示さない  
	 ゲノム編集技術 TALEN を用いて ATX KO フィッシュの作製を試みた。データベース上
に唯一存在する atx 遺伝子である atxa を標的とし、エキソン 7 にある活性中心スレオニン
の近傍を標的とした (図 36)。変異を導入した個体の DNA 配列を解析した結果、活性中心
付近の 6 塩基を欠失した個体を得た。変異が導入された atxa 遺伝子全長をクローニングす
るため RT-PCR を行ったところ、6 塩基より多くの塩基が欠失していることが示唆され、
配列決定を行うと mRNA を元に作製した cDNA 上では、49 塩基が欠失していた (図 37)。
ゲノム DNA 配列上の 6 塩基欠失の近傍を調べると、6 塩基の欠失により新たにスプライシ
ングドナー配列が生じ、スプライシング異常によりエキソン 7 が途中から欠失しているこ
とが示唆された (図 37)。エキソン 7 のスプライシング異常により、活性中心となるスレオ
ニンが欠失し、かつ、フレームシフトにより終止コドンが生じるため、作製した ATXa KO
フィッシュは機能を欠失していることが強く示唆された。次に、ATX の血管形成における
機能を明らかにするため、ATXa KO フィッシュの血管形成を共焦点顕微鏡観察で解析した。
その結果、主要なゼブラフィッシュの血管のひとつである体節間血管 (ISV) に異常は認め
られなかった (図 38)。 
 
4-3-2. ATXa KO フィッシュの血中 lysoPLD 活性は消失しない  
	 ATXa KO フィッシュの ATX の機能欠失の確認のため、成体 ATXa KO フィッシュから
血液を採取し、血中 lysoPLD 活性の測定を行った。ATX ヘテロ KO マウスや ATX 阻害剤
を用いた解析により、哺乳動物では、血中の lysoPLD 活性はほとんどすべてが ATX に起
因することが明らかにされている(Saga et al., 2014; Tanaka et al., 2006)。まず、ATX の
活性評価の指標として、ゼブラフィッシュ血漿中 lysoPLD 活性を用いることができるかど
うか、ATX 阻害剤を用いて検討した。すると、血漿中の lysoPLD 活性は ATX 阻害剤の処
理によりほぼ完全に抑制されたことから、血漿中の lysoPLD 活性が ATX の機能活性評価 
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に有用であることが示唆された (図 39)。ATXa KO フィッシュ由来の血漿においても、野
生型と同程度の lysoPLD 活性が確認され、かつ、活性が ATX 阻害剤でほぼ完全に阻害さ
れたことから、ATXa KO フィッシュには ATXa 以外の ATX 分子が存在し、lysoPLD 活性
を発揮していることが示唆された。 
	 ゼブラフィッシュなどの魚類のゲノムは、哺乳動物よりも 1 回分多く全ゲノム重複が 
起きており、しばしば遺伝子が重複して存在することが知られている。また、ゲノムの解
読が進められているメダカやフグなどの魚類では、atx とみられる遺伝子が 2 つ存在するこ
とから、ゼブラフィッシュにおいてもデータベース上に存在しない第二の atx が存在する
のではないかと考え、第二の atx 遺伝子の探索を行った。 
 
4-3-3. ゼブラフィッシュゲノムには ATXa 類似した部分配列が存在する  
	 ATX 類似タンパク質を探索するため BLAST を用いて類似配列の検索を行った。ATXa
のタンパク質配列をエキソン毎に分解し、それぞれのタンパク質配列と相同性の高いアミ
ノ酸配列をコードしうる塩基配列を tblastn により探索した。その結果、ゼブラフィッシュ
ゲノム中に atxa のエキソン 13, 14, 15 と相同性の高い 452 塩基対の DNA 配列が存在する
ことが示唆された(図 40)。atxa のエキソン 13, 14, 15 と相同性の高い配列はそれぞれ 51%, 
64%, 79%の相同性を示した (図 40)。 
 
4-3-4. ATXa 相同部分配列はさまざまな組織に発現する  
	 新たに発見した atxa 相同部分配列は、EST データベースに存在しなかったことから実際
に atxa 相同配列がゼブラフィッシュにおいて発現し、機能しているのか確かめるため
RT-PCR により atxa 相同配列が mRNA へと転写されているか検討を行った。すると、atxa
遺伝子と同様に、atxa 相同配列はさまざまな組織で発現していることが示唆された (図 41)。
atxa 相同配列のゲノム上流、下流を解析したところ、そのどちらにおいても塩基配列が決
定していない領域が存在していたため、atx 様遺伝子には適切にアセンブルされていないエ 
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キソンが存在するのではないかと考え、5'-,3'-末端 mRNA の配列を明らかにする事ができ
る 5'-, 3'-RACE を行うことで atx 様遺伝子の全長配列の取得を試みた。 
 
4-3-5. ATXa に類似した新規遺伝子 (atxb)の全長配列のクローニング  
	 RACE法を用いて 452塩基対の atxa相同配列から遺伝子全長の単離を試みた。その結果、
832 アミノ酸からなる ATX 様遺伝子が単離された (図 42)。atx 様遺伝子は ATXa に対し
60%のタンパク質相同性を示し、ATX の酵素活性に重要なアミノ酸残基の多くは保存され
ていた。atx 様遺伝子は、哺乳動物由来の ATX に対しても 60%程度のタンパク質相同性を
示した (図 43)。ATX は核酸などのホスホジエステル結合を加水分解するタンパク質ファミ
リーであり、7 種のメンバーからなる ENPP ファミリーに属している。atx 様遺伝子の系統
樹解析を行うと、新たに同定した atx 様遺伝子は他の脊椎動物由来の atx 遺伝子とクラスタ
ーを形成したことから、新規遺伝子が ATX として機能していることが示唆された (図 44)。
以上の結果から、新たに同定した atx 様遺伝子が ATX として機能していると判断し、atxb
と命名した。 
 
4-3-6. ATXb は ATXa と類似した酵素活性を有する  
	 ATXb が他の ATX と同様の酵素活性を有しているか調べるため、atxb 遺伝子を HEK293
細胞に過剰発現し、培養上清中に蓄積する ATXb タンパク質の lysoPLD 活性を測定した。
培養上清中のウェスタンブロッティングにより解析した結果、ATXb タンパク質は他の
ATX と同様に培養上清中に分泌されることがわかった(図 45)。LPC を基質とした酵素アッ
セイを行うと、ATXb が lysoPLD 活性を有していることが示唆された(図)。また、lysoPLD
活性が ATX 阻害剤により阻害されたことから lysoPLD 活性が ATX 分子によって担われて
いることが示唆され、ATXb が ATX 分子として機能していることが強く示唆された。ATXb
のアシル基の基質特異性を検討するため、さまざまなアシル基の LPC 分子を含むマウス血
漿を基質として、リコンビナント ATX と混合し、酵素アッセイを行った。その結果、ゼブ 
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ラフィッシュ ATXbはゼブラフィッシュ ATXaとマウス ATXと似た酵素活性を有している
ことが示唆された(図 46)。 
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4-4. 考察  
	 これまでに、GRCz10 のゲノムアセンブリデータベース上では、ゼブラフィッシュゲノ
ム中に 1 つの atx 遺伝子(atxa)のみが存在し、atxb は登録されていなかった。ATXa の KO
フィッシュの作製から、第二の ATX の存在を疑い、同定を試みた。その結果、ATXa と類
似した酵素活性を有するゼブラフィッシュにおける第二の ATX である atxb を同定した。
魚類の祖先は全ゲノム重複を経ていることから、さまざまな遺伝子が重複して存在するこ
とが知られている。また、このような経緯からゼブラフィッシュゲノムは、ゲノムの複雑
性 か ら 多 く の 未 解 決 の 配 列 決 定 上 の 問 題 が 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/grc/zebrafish/issues)。本章では、データベースに登録され
ていなかった atxb 遺伝子の同定を行ったが、atxb の場合ではゲノム情報の上流、下流に配
列未決定の領域が存在していたことから、正確な遺伝子のアノテーションが行われていな
かったと考えられる。新たに公開されたゼブラフィッシュのゲノムデータである GRCz11
のデータベースにおいては、エキソン-イントロンの構造などのゲノム上の情報は存在しな
いものの、ATXb タンパク質をコードする cDNA 配列がアップデートされており、ATXb
が存在すること裏付けるデータであると考えられる。 
	 過去の報告では、atxa に対する MO を処理したゼブラフィッシュ個体においては、血管
形成異常が観察された一方で、今回作製された ATXa KO フィッシュでは血管形成異常が
観察されなかった(Yukiura et al., 2011)。この矛盾する結果に関しては、以下の 3 つの可能
性を考えている。1.母親由来の mRNA が発生初期の ATXa KO フィッシュの表現系をレス
キューした。2. MO 処理したゼブラフィッシュ個体で見られる表現系が MO のオフターゲ
ット効果であり、atxa は血管形成に寄与していない。3. atxa を標的とした MO が atxb も
同時に発現抑制しているがために、血管形成異常が観察される。しかし、MO はエキソン
とイントロンをまたぐように標的配列が設計されており、atxa と atxb のエキソン-イント
ロン構造の保存度は高くないことが予想されるため、3 番目の可能性が起きている可能性は
低いと考えられる。以上の課題に関しては、さらなる検証が必要であると考え、atxa と atxb
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の機能の違いに関しては今後さらなる検証が必要であると考えている。今後の atxa/atxb 
の DKO フィッシュの作製により、ATX の血管形成における機能が明らかにされることが
期待される。 
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